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M/39 091 

VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG VON KREBSZELLEN AUS ZELLHALTIGEN 
KORPERFLUSSIGKEITEN SOWIE SETS ZUR DURCHFUHRUNG 
DIESES VERFAHRENS 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung 
von Krebszellen aus zellhaltigen Korperf liissigkeiten und Sets 
zur Durchfiihrung dieses Verfahrens. Das er f indungsgemafte 
Verfahren beruht darauf, daB in einer zellhaltigen 
Korperf liissigkeit Zellen und Zellaggregate unterschiedl icher 
GroBe und Gestalt anzutreffen sind. Die Isolierung von 
Krebszellen ist vor allem im Bereich der Onkologie fur die 
Beantwortung diagnost ischer , prognost ischer und therapeut ischer 
Fragestellungen von groBer Bedeutung. Dartiber hinaus dient das 
erf indungsgemaBe Verfahren zur, gegebenenf a 1 Is vol lstand igen , 
Entnahme von Krebszellen aus zellhaltigen F ltiss igke i ten oder 
zellhaltigen Fraktionen (Isolaten) davon. 

Im Rahmen der Ident if iz ierung und Charakter is ierung 
disseminierter Krebszellen kann die Isolierung von Krebszellen 
entscheidende Bedeutung haben. MiBt man beispielsweise die 
Expression relevanter Gene durch Zellen einer zu unter suchenden 
Korperf liissigkeit , so ist eine Isolierung von Krebszellen dann 
nicht erf order 1 ich , wenn die relevanten Gene von den 
iibl icherweise in der Korperf liiss igke iten vorhandenen, nicht 
entarteten Zellen nicht oder nur in sehr geringem MaBe 
exprimiert werden. Werden dagegen die relevanten Gene auch von 
den nicht entarteten Zellen exprimiert, ist es erf orderlich, 
disseminierte Krebszellen zunachst zu isolieren und dann die 
Expression relevanter Gene zu messen. In diesem Falle bietet 
eine quantitative Analyse zur Expression bestimmter z.B. 
tumorbiologisch relevanter Nuk le i nsauren (z.B. FAS-Ligand, FAS- 
Rezeptor, bax, bcl-2, Ki-67, Cycline, Adhes ionsmo 1 eku 1 e ) die 
Moglichkeit der Express i ons zuo rdnung zum Tumor i so 1 a t . 

Zwecks Charakter is Ierung der Tumor z e 1 len ist es sinnvoll, 




genonische Veranderungen der Tumorzellen auf DNA-Ebene zu 
analysieren. Bestimmungen wie "LOH (loss of heterozygocity) , 
Mutationen, Amplif ikationen etc." bedurfen einer extrem reinen 

Population von Tumorzellen, da verunre in igende " Wi ldtyp-Ze 1 len " 
potentielle Genomveranderungen uberdecken und so diese nicht 
mehr deteKtierbar machen. Durch das vorliegende Verfahren 
werden kontam i n ierende , wildtypexprimierende Zellen entfernt, 
so da 3 genonische Veranderungen der Krebszellen meAbar sind. 
CD4 5-positive Wildtyp-Ze Lien kbnnen dann als Bezugsgrofte zur 
Messung von z.B. LOH's, Amplif ikationen und Mutationen dlenen. 

Bekannte zu Isolat ionszwecken angebotene Verfahren fiihren 
vielfach zu einer lediglich unspez if ischen Anreicherung von 
Krebszellen. Auch das in der US-A- 5 , 5 2 9 , 9 0 3 beschriebene 
Leukopherese-Ver f ahren bietet keine spezif ische Anreicherung 
von Krebszellen, sondern lief ert Fraktionen, die zum 
uberwiegenden Teil a us mononuklearen Zellen bestehen, wie sie 
auch nit herkomm 1 ichen Dichte gradient en erhalten werden konnen. 

Dagegen kann die Isolierung von disseninierten Krebszellen 

bekanntermaBen mit Verfahren gelingen, bei denen die 

Krebszellen so markiert werden, daB sie von nicht entarteten 

Zellen zu unterscheiden sind und aufgrunddessen aussortiert 

werden konnen. Die uberwieqende Anzahl derartiger Verfahren 

be runt: auf einer ant igenspez if ischen Inmunabsorption. 

Antikorper gegen bestiminte tumorspez if ische oder epitheliale 

"el loberf lac h e n m o 1 e k u 1 e werden b e i s p i e 1 s w e i s e mit 

f lucres z lerenden und insbesondere magnet ischen Mar kern 

versehen. Diese Verfahren haben den Nachteil, daB durch eine 

Quor vernet zung der Ober f 1 ache nan t igene unkalkul ierbare E f f ekte , 

*wie Apoptose, Anergie, Aktivierung und weitere 

Zust andsande rungen der Zellen auftreten konnen. Derartige 

Effekte konnen das Bild einer ansch 1 ieBenden Charakter isierung 

der isolierten Krebszellen drastisch verandern. So kann 

be isp i e lswe ise das Express ionspro f i L einer Zelle innerhalb 

v. : e n i g o r M inuten b e e i n f 1 u B t w erden . V T erst'indl i c her w e i s e k a n n i n 

solchen Fallen nicht aus rjesch 1 ossen werden, daB die so 

erha 1 1 e n e n An a 1 y s e e r g e b n i s s e S cheineig e n s c h a f t e n 
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wiederspiegeln , welche die disseminierten Krebszellen in der 
Korper f liissigkeit vor ihrer Isolierung nicht aufwiesen. Dies 
ware aber wiinschenswert. Ferner ist von Nachteil, daft die 
anhaftenden Antikorper nicht oder nur mit ungunstigen 
5 Auswirkungen auf die Zelle entfernt werden konnen. Richten sich 
die Antikorper gegen intrazellulare Bestandteile, ist sogar 
eine Fixierung und Perforierung der Zelle erf order lien, was .!-.* 
deren Tod zur Folge hat. Unter derartigen Umstanden sind ^ 
sogenannte Bioassays, die mit lebenden und insbesondere 

* • 

10 vermehrungsf ahigen Zellen arbeiten, mit groften Schwier igkeiten 
behaftet oder gar unmdglich. Ein weiterer Nachteil der 
Aufreinigung uber Antikorper liegt in der Kreuzr eakt ivitat 
^■^^^^ bestimmter Epitope, so daft auch "normale" Zellen mit isoliert 
werden konnen. 

Die An f orderungen , die an ein Verfahren zur Isolierung von 
Krebszellen im Rahmen der I dent i f i z ierung und Charakter is ierung 
disseminierter Krebszellen gestellt werden mtissen, sind hoch. 
Neben der lib 1 icherwe i se im Hinblick auf das Ver f ahrensprodukt 
20 geforderten hohen Ausbeute und Reinheit, ist es im vorliegenden 
Fall vor allem die Authent iz itat der isolierten Krebszellen, 
welche die Brauchbarke it eines derartigen Isolierungsver f ahrens 
bestimmt. Die Krebszellen sollten moglichst unverandert aus der 
Korper f liiss igkeit isoliert werden konnen, also nicht mit 
isola t ionstechnisch bedingten Konstrukten, wie Glasbeads 
behaftet sein. Sie sollten ex vivo kultiviert werden konnen und 
in Bio-Assays ein zuver lass iges Bild ihres urspr ung 1 ichen 
Zustandes in der Korper f liiss igke it wiedergeben. 

30 Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein schonendes 
Verfahren zur Isolierung von Krebszellen aus zellhaltigen 
Korper f liiss igke i ten zur Verfiigung zu stellen, das den Zustand 
dieser Krebszellen nicht oder nur unwesentlich beeinfluftt. 



Uber raschenderwe ise wurde gefunden, daft es gelingt, Krebszellen 
aus zellhaltigen Korper f liiss igke i ten durch einen groBen- 
und/oder gesta 1 tabhang Lgen Trennvorgang zu isolieren. 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren 
zur Isolierung von Krebszellen aus zellhaltigen 
Korperf lussigkeiten , das dadurch gekennze ichnet ist, daft man 
Zellen der zellhaltigen Korperf liiss igkeit durch ein Sieb fiihrt, 
das Krebszellen zuriickhalt. 

r Jnter Sieb versteht nan erf indungsgenaB ein Material, das einen 
groBen- und ges ta 1 tabhang igen Trennvorgang ermog 1 icht . In der 
Regel handelt es sich uin ein flachiges Material mit Of fnungen, 
die auch als Maschen bezeichnet werden. Die GroBen der 
Of fnungen eines Siebes liegen in der Regel innerhalb eines 
Destimmten Bereichs. Die Angabe von Unter- und Obergrenze 
bedeutet nicht , daft auch Of fnungen mit genau diesen Grenzwerten 
auf dem Sieb vorhanden sein mussen. Wohl aber bedeutet diese 
Angabe, daB Of fnungen, deren GroBe diese Werte unter- bzw. 
uber schre i tet , auf dem Sieb nicht vorhanden sind. Vorzugsweise 
Liegen die GroBen der Of fnungen eines Siebes innerhalb eines 
eng definierten Bereichs. Idealerweise sind sie im wesent lichen 
einheitlich. Die GroBen der Of fnungen eines Siebes werden im 
tolgenden als Maschen weite bezeichnet. 

Gegebenenf a 1 1 s sind auch porose Korper, beispielsv/eise Filter, 
oder membranart ige Mater [alien geeignet. Vorausset zung ist 
a 1 1 e r u i i u j s , d a B die Fore n g r o B e hinreichend def inicrt ist. 

Ein erf indungsgem'iB einsetzbares Sieb weist in der Regel eine 
Maschenweite von 15 bis 200 urn, vorzugsweise von 17 bis 30 /im 
und insbesondere von etwa 20 jim auf. Fur die Porenweite von 
Filtern und Membranen gilt entspr echendes . 

Siebe aus losungsm i tte 1 bes tand igen Material sind fur bestimmte 
Aus f uhrungsf ormen der Erfindung von Vorteil. Bevorzugt werden 
1 osunqsn i t te 1 bes ta nd i ge Kunststof fe, w i e Po 1 y pr opy 1 en , 
Polytetra f lucre thy 1 en , hoch fluorierte Po ly me re , 

V i ny 1 i den f luor id , Am i nop 1 a s te , insbesondere Po 1 y o thy 1 en . Auch 
Metal le , Glaser und a n d e r e mineral ische W erksto t f e so w i e 
bestimmte Naturfasern sind grundsatzlich geeignet. 



In der Regel handelt es sich urn Gewebe aus Faden, Fasern, 
Filamenten Oder Bundeln davon mit Offnungen versch iedenster 
Geometrie. Auch fur die Oberflache der Faden, Fasern, Filamente 
oder Biindel kommen verschiedene Ausfuhrungen in Frage. So kann 
die Oberflache gleichmaBig oder ungleichmaBig , beispielsweise 
glatt, kantig, wellig, zerfranzt oder haarig sein. Ferner sind 
auch perforierte Platten geeignet, wobei ebenfalls Offnungen 
verschiedenster Geometrie und Anordnung moglich sind. 
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10 Das Sieb kann ein- oder mehrschicht ig sein. Fur bestimmte 

erf indungsgemaBe Ausf uhrungsf ormen werden einschicht ige Siebe 
bevor zugt . 

ZweckmaBigerweise ist das Sieb in einer Vorrichtung angeordnet, 
die es gestattet, die zellhaltige Flussigkeit durch das Sieb zu 
fuhren und den S iebdurchgang aufzufangen. Das Sieb sollte 
dieser Vorrichtung auch entnommen werden konnen, urn zusammen 
mit dem S iebruckstand weiteren Ver f ahrensschr itten zugefiihrt 
werden zu konnen. Falls erf order 1 ich , konnen auch Mittel zum 
20 Anlegen von Druck oder Unterdruck vorgesehen sein, urn den 
Siebvorgang zu erleichtern. Geht dem Siebvorgang eine 
vorbere itende Aufarbeitung der zellhaltigen Korper f liiss igke i t 
voraus, so kann es zweckmaBig sein, Vorr ichtungen und Mittel 
zur Durchfiihrung des S iebvorganges an Vorr ichtungen und Mittel 
zur Durchfiihrung der Aufarbeitung zu koppeln, wobei der 
Siebvorgang der Aufarbeitung nachgescha 1 tet wird. Daruber 
hinaus kann der Fachmann weitere MaBnahmen vorsehen, um den 
iiblicherweise im Bereich der Biochemie und Moleku larb iologie 
gestellten An f orderungen , wie Temperatur und Sterilitat, zu 
3 0 geniigen . 




Das erf indungsgemaBe Verfahren kann auf all diejenigen 
zellhaltigen Korper f lussigkeiten angewendet werden, die 
Krebszellen und insbesondere disseminierte und metas tas ier te 
Krebszellen aufweisen. Dies sind beispielsweise Lymphe, Urin, 
Waschf liiss igke iten von Organen, z.B. Bronch ia 1 lavage oder 
B Lasenspii 1 f liiss igke it , und insbesondere Knochenmark und Blut. 
Derartige Kor per f liiss Lgke i te n konnen dem Siebvorgang direkt 




zugefuhrt werden. Vielfach ist es allerdings von Vorteil, die 
zellhaltige Korper f liiss igke it zunachst einer vorberei tenden 
Aufarbeitung zu unterziehen. So kann man beispie lsweise 
zellulare von nicht- z e 1 lu laren Bestandte i len trennen. Auch die 
zellularen Bestandteile konnen gegebenenf alls noch weiter 
aufgetrennt v/erden, inden man be isp ie lswe ise eine zellhaltige 
Fraktion isoliert, in der bekanntermaBen Krebszellen 
mitenthalten sind. Zu diesem Zweck bieten sich vor allem die 
eingangs beschr iebenen physikalischen Trennverf ahren, wie die 
Dichtegradientenzentrifugation, an. 

Werden Krebszellen aus Blut isoliert, ist es erf indungsgemaB 
bevorzugt, zunachst Zellen des weiBen Blutbildes durch 
Dichtegradientenzentrifugation abzutrennen. Krebszellen findet 
man vor alien in der Fraktion, die auch mononukleare Zellen 
enthalt, so daB diese Fraktion bevorzugt dem ansch 1 ieBenden 
Siebvorgang zugefuhrt wird. 

Un dem Siebvorgang zugefuhrt werden zu konnen, sollten die 
zuvor aus einer Korper f liiss igke it isolierten zellhaltigen 
Fraktionen (Isolate) in Suspension vorliegen. Als 
Suspensionsmedium wahlt man vo rte i lha f terwe ise einen Puffer 
oder ein Ku 1 turmed ium . Das Suspensionsmedium sollte moglichst 
kein e Au sv/irkungen auf die i n t ■? r e s ^ i e r e n d e n Figenschaften der 
Z e 1 len ha ben . 

Bevor die zellhaltige Korpsrf lussigkeit oder Isolate davon 
durch ein Sieb fuhrt, ist es fur die spatere Ausvertung von 
Vorteil, Aliguots an zel Ihaltiger Fliissigkeit abzunehmen. 
Derartige Proben konnen als BezugsgroBe fur die an 
S iebrucks tand und S iebdu rch lau f ermittelten MeBv/erte dienen. 

Der Siebvorgang ist beendet , wenn die g e s a m t e zellhaltige 

F liiss igke it das Sieb passiert hat. Es kann sich ein 

W aschvorgang anschlieBen, b e i dem weitore F 1 ii s s i g k e it , 

vor zugswe i se Puffer oder Kulturmedium, durch das Sieb ge fuhrt 

wird. Die Wasch f liiss igke i t kann zu dem zuvor gevonnenen 

S iebdurch lauf gegeben oder auch getrennt davon gesammelt und 
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gegebenfalls verworfen werden. 

Die auf dem Sieb zuriickgeha ltenen Krebszellen konnen direkt der 4 

* • * 

sich anschlieftenden Charakter isierung dieser Zellen zugefiihrt 
werden. Vorte i lha f terwe ise werden die Krebszellen allerdings 
zunachst vom Sieb abgelost. Je nach Art der anschl ieBenden 
Charakter isierung kann man zu diesem Zweck verschiedene 
Vorgehensweisen wahlen. . 

- • 4 

* » * 

Eine Moglichkeit besteht darin, die auf dem Sieb 
zuriickgeha ltenen Krebszellen abzuwaschen, indem man eine 
geeignete Flussigkeit in entgegengeset z ter Richtung durch das 
Sieb fiihrt und die zellhaltige Waschf liiss igke i t gewinnt. Die 
abgelosten Zellen konnen dann gewiinschtenf al Is aus der 
Zellsuspension pelletiert werden. 

Auch ist es moglich, die am Sieb anhaftenden Krebszellen unter 
Schwerkraf teinwirkung abzulosen. Dies gelingt be isp ielswe ise , 
indem man das Sieb so in eine geeignete Flussigkeit gibt, daB 
die Krebszellen durch Zentr i f ugat ion pelletiert werden konnen. 
Auf diese Weise konnen die Krebszellen direkt in ein Medium 
iiberfuhrt werden, das fur die nachfolgende Charakter isierung 
geeignet ist. 

Eine weitere Moglichkeit, die auch zum Ablosen der Zellen vom 
Sieb fiihrt, durch die diese Zellen allerdings gleichzeitig 
zerstort werden, besteht darin, das Sieb samt anhaftender 
Krebszellen den der Gewinnung von Nukle insauren und Proteinen 
dienenden Verfahren zuzuflihren. Sofern derartige MaBnahmen den 
Einsatz organischer Losungsm i tte 1 erfordern, be isp ie lswe ise die 
in diesem Bereich vielfach zur Isolierung von Gesamt-RNA, DNA 
und Proteinen verwendeten Gua n id i n isoth iocy ana t und Phenol 
enthaltenden Losungen, benutzt werden, sind Siebe aus 
losungsmittel bestand igen Materialien bevorzugt. 

Erfordert die Ident i f i z ierung und Charakter i s ierung der 

isolierten Krebszellen eine vorherige Isolierung von 

Nuk Le insauren , Proteinen oder anderen Ze 1 Ibestandte i len , so 
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sind dem Fachmann eine Vielzahl ver sch iedener Verfahren 
bekannt, mit denen er dieses bewerktstel 1 igen kann. 
Beispielhaft seien hier lediglich einige wenige Methoden 
aufgezeigt. 
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Zur Isolierung genonischer DNA kann man die Zellen, 
beispielsweise unter Einwirkung von Detergentien und/oder 
Proteinasen, lysieren, Proteine entfernen und die DNA , 
beispielsweise durch Ausfallen mit bekannten organischen 
Losungsmi tte In , isolieren. Verfahren auf Basis von 
Guan id in isoth iocyanat und Phenol enthaltenden Losungen werden 
bevorzugt. Auch eine chroma tograph i sche Trennung, 
beispielsweise mit hande Isiib 1 ichen Spin-Saulen, kann sinnvoll 
sein. Ahnliche Ver f ahr ensmaBnahmen finden bei der Isolierung 
von Gesamt-RNA Anwendung . Aus dieser Gesamt-RNA kann wiederum 
nRNA isoliert werden, indem man auf Oligo-(dT) basierende 
Systeme verwendet. Die WahL eines zweckmaBigen Protokolls 
unterLiegt f achmann ischem Wissen. 




Die isolierten Nukleinsauren konnen dann zur weiteren 
Identif izierung und Charakter isierung in einer Vielzahl von 
Applikat ionen eingesetzt werden. Hierzu gehoren beispielsweise 
die PGR, RT-PCR, DD-RT-PCR, cDNA-Syn these , Pr ime r ex t ens i on , 
restr Lktionsenzymatische Veniduuny , 5 u u t he i* n - B 1 o 1 1 i ng , 
Markierungs- und Mod ifizierungsreaktionen, Northern-Blotting, 
Kloni^rung, Sequen z i erung , in vi tro-Tr anscr ipt ion oder in 
v itr o-Tr a ns la t i on . Die Wahl einer geeigneten Application hangt 
nicht nur von der Art der Nuk le i nsaur e , sondern auch von der 
genetischen Information ab, anhand derer die die Krebszelle 
identif iziert und charakter i s ier t werden soil. 



Die Ident i f i z ierung und Charakter isierung isolierter 
Krebszellen beinhaltet die Durchfuhrung krebsnachwe i sender 
Analysen, beispielsweise Analysen der Nukleinsauren auf 
Muta t i onen , Insertionen, Deletionen, LOH , Ampl if ikat ionen, 
Aberr.it ionen i m Chronosomensatz und dergle ichen ; 
tunorbiologisch relevanter An llysen zur Hessung ve r s ch i ed en: 
z e 1 1 phy s i o log i scher Parameter, die beispielsweise mit der 
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Metastasierung, dem Zellzyklus, der Proliferation oder der 
Apoptose von Krebszellen zusamraenhangen; Analysen 

pharmakologisch relevanter Parameter, wobei die isolierten ^ .1 

Zellen in vitro unter verschiedenen Bedingungen, beispielswe ise 
5 unter Zusatz von Cytostatika, Antagonisten und dergleichen ; 
kultiviert werden, so da/3 verschiedene Therapief ormen in vitro 
getestet und fur jeden Patienten individuell optimiert werden ---- 
konnen; Bioassays, in denen Akt ivierungen , Inhibitionen oder ^ ^- 
sonstige Veranderungen der isolierten Krebszellen durch *^ 

10 zellwirksame Molekiile, wie Cytokine, Chemokine, Hormone, 
Wachstumsf aktoren , Liganden, chemische oder biologische 
Analoga, die Apoptis ierbarkeit der isolierten Krebszellen oder 
VB^^^ deren apoptisches Potential gegenliber anderen Targetzellen oder 
^^^V auch die Strahlungssensitivitat der isolierten Krebszellen zur 

15 individuellen Dos isabschat zung fiir einen Patienten bestimmt 

werden konnen; cytologische Analysen, unter Anwendung bekannter 
Methoden, wie der Immunhistochemie, Gegenf arbung , FISH- oder 
sonstiger cytologischer Nachweis- und Farbever f ahren . Folgende 
Analysen seien beispielhaft genannt: 

20 

Krebsnachweisende DNA / RNA- Ana lysen , die Onkogene bzw. 
Tumorsupressorgene , wie p53, Gene der ras-Familie, erb-B2 , c- 
myc, mdm2 , c-fos, DPC4 , FAP , nm23, RET, WT1 u.a., LOH ' s , 
beispielsweise im Hinblick auf p53, DCC, APC, Rb u.a. sowie 
BRCA1 und BRCA2 bei heriditaren Tumonen, Mikrosate 1 1 iten- 
Instabilitat von MSH2 , MLH1, WT1 u.a., tumorose RNA's, wie CEA, 
Cytokeratine , z.B. CK20, MUC1, MAGE 3 , Mucl8, Tyrosinase, PSA, 
PSM, BA4 6, Mage-1 u.a., oder morphogene RNA ' s , wie Maspin, HCG , 
GIP, Motilin, hTG, SCCA-1, AR, OR, PR, verschiedene Hormone 
30 u.a., betref fen; 

Analysen tumor b io log i sch-re levanter RNA ' s und Proteine, 
die das Me tas tas ierungspro f i 1 , d.h. die Expression von 
Angionese-, Mot i 1 itats- , Adhasions- und Mat r ixdegradat ions- 
35 molekulen, wie bFGF, bFGF-R, VEG F , VEGF-R's, wie VEGF-R1 oder 
VEGF-R2, E-Cadherin, Integrine, Selectine, MMP's, TIMP's, SF, 
SF-R u.a., das Zellzyklus- bzw. Prol if erat ionsprof i 1 , wie 
Cycline, Ki67, P120, p21, PCNA u.a. , oder das Apop tose-Pro f i I , 
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vie FAS (L+R) , TNF (L+R), Perforin, Granzyme B, BAX , bcl-2, 
Caspase 3 u.a. , betreffen. 

Besonders vorteilhaft ist die er f indungsgema/3 resu 1 1 ierende 
hohe Reinheit und isolationstechnische Unberuhrthe i t der 
isolierten Krebszellen. Dies ermoglicht es, bestimmte 
Funkt ionsteste z.B. in Hinblick auf Pharmakogenonics (Test mit 
bestimmten Wirkstoffen) oder auf Veranderungen der isolierten 
Tumor ze lien (Gen-Therapy , Gen-Replacement) durchzuf uhren . 
Desweiteren kann, durch die Reinheit der Zellen bedingt, ein 
sogenanntes "Drug-Targeting" durchgefuhrt werden. So ist z.B. 
aufgrund einer nachgew iesenen erb-B2 Amp 1 i f ikat ion eine 
Therapie mit anti-erb-B2 Antikorpern oder anderen Liganden 
angezeigt; Progesteron- oder Ostr ogenrezeptor-expr imierende 
Tumorzellen sind einer sogenannten ant i -Hormon-Therap ie 
zugancjlich. Weist man in den Krebszellen be i sp i e lwe i se eine 
Mutation des Genes fur ^-Tubulin nach, so wurde dies eine 
Kontraindikation von Taxol^ darstellen. Gleiches gilt fur den 
Nachweis bestimmter Sp 1 ice var lanten des Ostrogenrez eptor s im 
HlnblLck auf Tamoxifen^. Ebenso ist es mdglich, die isolierten 
Tumorzellen im Rahmen von Vaccinen einzusetzen. 



Das er f i ndungsgema Be Verfahren kann ebenso zur, gegebenfalls 
v ollstandiqen, Ent n a h rn e konta in in ie render Krebszellen a u s 
Zellgemischen, d.h. zellhaltigen Korper f luss igke i ten oder aus 
Tsolaten davon, angewendet werden (Depletion). Nach Bestrahlung 
und/oder Chemo therap i e erhalten viele Tumorpa t l en ten autologe 
7,el 1 isolate . Diese Zellen, be i sp i e 1 swe i se Aphere se-Produkte , 
isolierte Stammzellen und dergleichen, konnen mit dem 
G-rfindungsgenaBen Verfahren auf schonende Weise von Krebszellen 
t:iefreLt werden. Das Risiko ernes Rezidivs durch kontam in ierende 
Krebszellen kann so reduziert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Sets 
zur Isolierung und ansch 1 ieftender Identi f iz ierung und 
Charakter is ierung d i s sen i n i e r t er und me tastas ier ter 
Krebszellen. Aach Sets zur Depletion von Krebszellen aus 
zellhaltigen Korpe r f 1 iiss igke i ten oder Tsolaten sind Gegenstand 
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der Erfindung. Derartige Sets sollten moglichst einfach zu 
handhaben und im wesentlichen gebrauchsf ert ig sein. Eine 
bevorzugte Anordnung bietet die Sets in Kit-Form an. 
Essentielle Komponente geeigneter Sets ist wenigstens ein Sieb. 
Zusatzlich konnen Komponenten vorhanden sein, die es 
ermoglichen, 

zellhaltige Korper f luss igke it oder Teile davon durch das 
Sieb zu fiihren, beispielsweise saulenartige Teile, in 
denen das Sieb zweckmaBig angeordnet und vorzugsweise auch 
wieder entfernt werden kann; 
den Siebdurchlauf auf zuf angen ; 

die Zellen oder Zellbestandteile vom Sieb abzulosen 
und/oder diese dann aufzunehmen, beispielsweise Losungen, 
wie Puffer, Kulturmedien oder organische Losungsmittel 
und/oder Losungsgemische , wie Ethanol, Chloroform, 
Isoamy lalkohol , I s opropa no 1 , Guanidinisothiocyanat , Phenol 
und Gemische davon, z.B. Trizol®, vorzugsweise als 
gebrauchsf ert ige Losungen oder Losungsm itte lgemische , die 
in vorzugsweise zentr i f ug ierbaren Behaltnissen und auch 
getrennt von diesen angeboten werden konnen; 
Nukleinsauren , Proteine oder andere Zellbestandteile der 
isolierten Krebszellen zu isolieren oder zumindest fur 
eine im Hinblick auf anschl ieBende Analysen zweckmaBige 
Isolierung vor zubere i ten , beispielsweise die zuvor 
genannten Losungen, Spin-Saulen mit geeigneten Festphasen, 
Ol igo-dT-Systeme u.a. . 
Derartige Sets sind universell einsetzbar und weitgehend von 
der Art der gegebene f a 1 1 s durchzuf uhrenden vorbere itenden 
Aufarbeitung der zellhaltigen Korper f luss igke it und den sich 
anschl ieBenden , zur Ident i f i z ierung und Charakter is ierung 
isolierter Krebszellen vor zunehmenden Analysen unabhangig, 

Ferner konnen Komponenten vorhanden sein, die es ermoglichen, 
eine vorbere itende Aufarbeitung der zellhaltigen 
Korperflussigkeit durchzufiihren, beispielsweise zur 
Isolierung von Zellen oder bestimmter zellhaltiger 
Fraktionen aus dieser Korpe r f liiss igke it ; 

die zur Ident l f iz ierung und Charakter i s ierung isolierter 
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Krebszellen angestrebten Analysen, insbesondere 
Untersuchungen der oben genannten Gene und Proteine, 
durchzuf uhren . 
Aufgrund der Vielfalt derartiger MaBnahmen sind diese 
Komponenten - wenn uberhaupt - in der Regel nur in beschranktem 
Umfang in dem erf indungsgemaBen Set untergebracht, d.h. es wird 
jeweils auf eine bestimmte Korper f liiss igke i t und/oder eine oder 
wenige Analysen abgestellt. Es handelt sich dann urn Kits zur 
Durchfuhrung einer Ident i f i z ierung und Charakter is ierung 
isolierter Krebszellen anhand eines oder weniger Parameter. 

Die nachf o lgenden Beispiele sollen die Erfindung naher 
erlautern, ohne sie zu beschranken. 

Be isp ie 1 1 

Isolierung disseminierter Krebszellen aus Blut. 

10 ml hepar inisiertes Blut werden abz en tr i f ug ier t (400 g; 10 
min; RT ) . Das uberstehende Plasma wird abgenommen. Die 



Dichtegradientenzentr i f ugat ion (Nycodenz 1.077; 800 g; 30 min, 
RT) werden die I nter pha se z e 1 1 en (mononuk leare Zellen, kurz MNC) 
abgenommen und 2 x in 10 ml PBS (1 mM EDTA) gewaschen (400 g; 
10 min; 40c) . Die MNC % s werden in 10 ml PBS aufgenommen (1 mM 
EDTA , 0,5 % BSA) , Als BezugsgroBe wird 1 ml dieses 
Ze 1 lgemisches abgenommen (Kontrollfraktion) . Die restlichen 9 
ml Zellgemisch werden iiber eine Saule durch ein aus PE-Faden 
gewebtes Sieb nit 20 fj.n Maschenweite (vertrieben von der SEFAR 
AG, Ruschlikon, Schweiz) gefiihrt und der S iebdu rch lau f 
gesammelt. Die Saule wird 5 x nut je 10 ml PBS (1 mM EDTA) 
gewaschen. Das Sieb wird her ausgenommen , umgedreht und in einem 
ReaktionsgefaB mit 0,7 ml Trizol'^ inkubiert (5 min; RT) . Das 
Sieb wird im Reakt ionsgef aB oberhalb der Tr i zo 1^-L6sung 
plaziert und abzentr i f ug ier t (200 g; 30 s; RT ) • Das trockene 
Sieb v/ircl entfernt und die Tr i z o 1 RJ - Losung der weiteren RNA/DNA- 
Isolation zugetuhrt. 




Zellen werden in 12 ml PBS aufgenommen. Nach 



Aiternativ zur Inkubation des Siebes in Trizol- kann das Sieb 
der Saule entnomnen, umgedreht und in PBS (1 mM EDTA , 0,5 % 
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BSA) uberfuhrt werden, und die Zellen konnen durch 
Zentrif ugation (400 g; 10 min, 40C) pelletiert werden. 

Beispiel 2 

Isolierung von CD45-positiven Zellen (Kontrollf raktion) 

Zur Isolierung von CD45-positiven Lymphozyten als 
Kontrollf raktionen und auch fur die Messung von LOH ' s werden 
jeweils 1/10 der MNC's vor und nach dem Siebvorgang (siehe 
Beispiel 1) abgenommen. Diese werden in ein 1 ml PBS (0.5% BSA, 
100 hu-IgG) enthaltendes Reakt ionsgef aB uberfuhrt. Dazu 
werden 50 /xl gewaschene anti-CD45 Microbeads gegeben. Der 
Ansatz rotiert bei 4°C 20 min. AnschlieBend wird das 
Reaktionsgef aB so an einer Magnetleiste pos it ion iert , daB die 
Microbeads (gebunden an CD 4 5 -pos it ive MNC's) an der GefaBwand 
pelletieren. Durch dreimaliges Waschen der Bead- Ze 1 1-Aggregate 
erhalt man eine reine Population CD4 5 -pos i t iver Lymphozyten, 
welche dann in Trizol® gelost der Isolation von Nukle insauren 
zugefuhrt werden konnen. CD45-Isolate der MNC's vor dem 
Siebvorgang werden als Kontrollf raktion A bezeichnet, CD45- 
positive Isolate der MNC's nach dem Siebvorgang als 
Kontrollf raktion B . 

Beispiel 3 
DNA-Analysen 

Genomische DNA wird in herkomml icher Weise aus den in den 
Beispielen 1 und 2 erhaltenen Trizol®-L6sungen isoliert. Die 
DNA wird dann durch PCR amp 1 i f i z iert , wobei man die nachstehend 
angegebenen Primer und Parameter verwendet. 
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1. Analyse der p53, Rb, DCC und APC Allele: 



* » < 



Pro PCR-Ansatz werden folgende Reagenzien zusammengegeben (/xl) • . 

• • • * 

10-fach PCR-Puffer 5 

• • * * 

20 dNTP 0.5 . m *\ 

Priraer A 0.5 *\" 

Primer B 0.5 I t 

TAQ-Po lymerase 

+ TAQ-Start-Ant ikbrper 

1 : 1 0.5 

H 2 0 40 
DMA 3 

Folgende Temperaturprof i le werden benutzt: 

fur APC, Rb und DCC: 

5 m in 

3 5 



9 5 


°C 


94 


°C 


53 


°C 







3 0 


sec 


3 0 


sec 


30 


sec 



7 2 ° C 5 mm 
fur p53 

9 5 ° C 5 m i j\ 

94 °C 30 sec 

6 2 ° C 3 0 s e c 35x 

7 2 ° C 3 0 sec 
72°C 5 min 

Als Primerpaare werden benutzt 



p53-LOH: 

A: 5*-Fl-Agg g AT ACT ATT CAg CCC CAg gTg 
B: 5' -ACT gCC ACT CCT TgC CCC ATT C 



15 



APC-LOH 

A: 5 ' -FAM-gTA AgC Agg ACA AgA TgA Cag 
B: 5 1 -gCT ATT CTC TCA ggA TCT Tg 

DCC-LOH 

A: 5 ' -HEX-gAT gAC ATT TTC CCT CTA g 
B: 5' -gTg gTT ATT gCC Ttg AAA Ag 

Rb-LOH 

A: 5'-FAM-CTC CTC CCT ACT TAC Ttg T 
B: 5'-AAT TAA CAA ggT gTg gTg g 



Alle Primer werden in einer Konz entrat ion von 20 pmol//il 
gelagert. Normale DNA wird immer als negative KontroLle 
eingesetzt. Alle PCR-Amp 1 i f ikate der LOH- und 
Amplif ikationsanalysen werden auf einem ABI-Prism Genescan 
Genetic Analyser gemessen und ausgewertet. 

2. Amplif ikationsanalyse von erb-B2 und c-myc 

Gemessen wird eine Coamp 1 i f ikat ion von erb-B2 (c-myc) versus 6- 
Globin . 

Pro PCR-Ansatz werden folgende Reagenzien zusammengegeben (ill) : 



10-fach PCR-Puf f er 
MgCl (25 mM) 
20 mM dNTP 
Primer A 
Primer B 

B-Globin-Pr imer A 
B-G lobin-Pr imer B 
(NH 4 ) 2 S0 4 
AmpliTaq Gold 
H 2 0 
DNA 



c-myc 


erb-B2 


5 


5 


4 


4 


0.25 


0.25 


2 


1 . 5 


2 


1 . 5 


0 . 2 


0 . 5 


0 . 2 


0 . 5 


7 . 5 


7 . 5 


0 . 4 


0 . 4 


25.45 


25.85 


3 


3 



4 



10 
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Folgendes Tempera tur pro f i 1 wird benutzt: 





95 


°C 


10 min 






95 


°C 


6 0 sec 




5 


60 


°c 


60 sec 


32x 




72 


°c 


6 0 sec 






72 o 


c 


3 in in 






Als 


Pr imerpaare 


werden 


benut 



erb-B2 

A: 5'-HEX-Cgg ATC TTC TgC TgC CgT Cg 
B: S'-CCT Ctg Acg TCC ATC ATC TC 



15 c-myc 

A: S'-HEX-CgT ATT CAT gCC Ttg TAT Ttg 
B: 5 ' -CTT CTT CAT CTT CTT gTT CO 

Globin 

20 A: 5'-FAM-ACA CAA Ctg TgT TCA CTA gC 
B: 5 ' -CAA CTT CAT CCA CgT TCA CC 

Alle Primer werden in einer Konzentration von 20 pmol/^1 
g c 1 a g c r t . Normals DMA wird i m m e r als negative Kent rol 1 r und 5 — 
fach amplif izierte ( erb-B2 / c-myc) DMA als positive Kontrolle 
eingesetzt. Alle PGR -Amp 1 i £ ikat e der LOH- und 

Amp 1 i £ ika t ionsana ly sen werden au£ einem ABI-Prism Genescan 
Genetic Analyser gemessen und ausgewer tet . 

Be isp i el 4 
Klinische Anwendung 

14 Patienten mit untersch ied 1 ichen Karzinomen, ein Patient nit 
malignem Melanom, sechs Kontrol [spender und ein im Vorbefund 
a u f f a 1 1 i ge r " Norma L spend er" wurde n unte r such t . Es wurde n 
Ana ly sen tumo r spe z i £ L sc her und t umorassoz i ierte r R.N' A ' s sow i e 
qenonischer Analyses au£ "allele imbalance" (LOH) der Gene p53, 
Rb, APC und DCC sowie Amp 1 1 £ i kt i onsa na 1 y sen der Onkoqene c-myc 
und erb-B2 durchge£uh rt . 



